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es mejor conocer que un efecto tóxico no existe 
 
que ignorar que un efecto tóxico no existe 
la protección de la salud humana y del medio ambiente contra los riesgos  
que pueden suponer las sustancias, mezclas y preparados químicos 
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que posee la colección más importante  
 de España en temas edafológicos  
REACH (Reglamento (CE) nº 1907/2006 del Parlamento Europeo y 
del Consejo) es el Reglamento europeo relativo al registro, 
la evaluación, la autorización y la restricción de las sustancias y 
mezclas químicas (Registration, Evaluation, Authorisation and 
Restriction of Chemicals). Fue aprobado el 18 de diciembre de 
2006 y entró en vigor el 1 de junio de 2007. 
   
Este Reglamento supone una reforma total del marco legislativo sobre 
sustancias y mezclas químicas en la Unión Europea. su principal objetivo es 
garantizar un alto nivel de protección de la salud humana y el medio ambiente. 
Para ello, introduce la obligación de efectuar un registro de todas las 
sustancias químicas que se comercializan dentro del territorio de la Unión 
Europea. A partir de su entrada en vigor, no se podrá comercializar 
ninguna sustancia que no se encuentre registrada. 
REACH atribuye a la industria la responsabilidad de gestionar los riesgos 
asociados a las sustancias químicas. Se basa en el principio de que 
corresponde a los fabricantes, importadores y usuarios intermedios garantizar 
que sólo fabrican, comercializan o usan sustancias que no afectan 
negativamente a la salud humana o el medio ambiente. 
Este Reglamento incrementará la información existente sobre las sustancias 
químicas y sus riesgos asociados y la transmitirá a usuarios y consumidores 
• mejorar la protección de la salud humana y del 
medio ambiente contra los riesgos que pueden 
suponer las sustancias y preparados químicos;  
• mejorar la competitividad de la industria química 
de la UE, sector clave de la economía comunitaria;  
• fomentar métodos alternativos para evaluar los 
riesgos que plantean las sustancias;  
• garantizar la libre circulación de sustancias en el 
mercado interno de la Unión Europea.  
 
Los objetivos de REACH son:  

El objetivo del Reglamento CLP es determinar que 
propiedades de las sustancias y las mezclas deben conducir a 
su clasificación como peligrosas, para que los peligros se 
identifiquen y comuniquen adecuadamente. 
Los fabricantes, importadores y usuarios intermedios de una 
sustancia o mezcla identificarán la información disponible 
pertinente para determinar si la sustancia o mezcla conlleva 
algún peligro, físico, para la salud humana o para el medio 
ambiente, de los establecidos en el Reglamento CLP.  
El anexo I establece los criterios para la clasificación de 
sustancias y mezclas en las distintas clases de peligro y sus 
diferenciaciones 
Clasificación, Etiquetado y Envasado de Sustancias y Mezclas 
(Reglamento CLP) 
Peligros para la salud (Parte 3 del anexo I) 
 
 1. Toxicidad aguda  
 2. Corrosión o irritación cutáneas  
 3. Lesiones oculares graves o irritación ocular  
 4. Sensibilización respiratoria o cutánea  
  5. Mutagenicidad en células germinales  
  6. Carcinogenicidad  
  7. Toxicidad para la reproducción  
  8. Toxicidad específica en determinados órganos   
       (STOT) – exposición única  
   9. Toxicidad específica en determinados órganos  
        (STOT) - exposiciones repetidas  
 10. Peligro por aspiración 
REGLAMENTO (UE) No 944/2013 DE LA COMISIÓN de 2 de octubre de 2013 que modifica, a 
efectos de su adaptación al progreso científico y técnico, el Reglamento (CE) nº 1272/2008 del 
Parlamento Europeo y del Consejo, sobre clasificación, etiquetado y envasado de sustancias y 
mezclas  
 
• Las clasificaciones armonizadas recogidas en la parte 3 del anexo VI del 
Reglamento (CE) n o 1272/2008, modificado por el presente Reglamento, no 
deben ser aplicables inmediatamente, ya que es necesario un plazo 
determinado para que los operadores puedan adaptar a las nuevas 
clasificaciones el etiquetado y el envasado de las sustancias y mezclas y vender 
las existencias actuales. Por otra parte, será necesario un plazo determinado 
para que los operadores puedan cumplir sus obligaciones de registro derivadas 
de las nuevas clasificaciones armonizadas de sustancias clasificadas como 
carcinógenas, mutágenas o tóxicas para la reproducción, categorías 1A y 1B 
(tabla 3.1) y categorías 1 y 2 (tabla 3.2), o como muy tóxicas para los 
organismos acuáticos y que pueden causar efectos duraderos en el medio 
ambiente acuático, en particular las indicadas en el artículo 23 del Reglamento 
(CE) no 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre 
de 2006, relativo al registro, la evaluación, la autorización y la restricción de las 
sustancias y preparados químicos (REACH), por el que se crea la Agencia 
Europea de Sustancias y Preparados Químicos, se modifica la Directiva 
1999/45/CE y se derogan el Reglamento (CEE) no 793/93 del Consejo y el 
Reglamento (CE) no 1488/94 de la Comisión, así como la Directiva 76/769/CEE 
del Consejo y las Directivas  91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE 
de la Comisión ( 4 ) 
1.Toxicidad aguda 
    Procedimientos: 
  Dosis fija. 
  Clase tóxica aguda 
  Arriba y abajo 
 Objetivo: clasificación por DL50 o efectos   
    evidentes 
 Al menos dos especies (una roedora y otra no- 
    roedora)  y por dos vías de exposición, siendo  
    obligatoria la oral. 
 Una sola exposición y 14 días de observación. 
2. Capacidad irritante: dérmica y ocular 
3. Capacidad sensibilizante 
4. Capacidad corrosiva: dérmica y ocular 
5.Toxicidad por exposición repetida o     
    prolongada. 
 Tipos: Medio plazo (subcrónica) o dosis  
     repetidas:  14,  28  ó  90 días. 
 Largo plazo  (crónica):  Mínimo 3 meses, 1-2  
    años. 
 Animales: Usualmente: 25 roedores y 6 perros  
    por nivel de dosis. 
 Lotes: 2-4 niveles, según DL50, con 10 animales  
    de cada sexo0 por nivel de dosis, como mínimo. 
 6. Carcinogenicidad:    
7. Mutagenicidad: 
  Mutaciones génicas in vivo. 
  Daño cromosómico in vitro. 
  Efectos in vivo. 
 8. Toxicidad para la reproducción y el 
desarrollo: 
  Estudios multigeneracionales de reproducción: 
           cribado, una generación y dos 
generaciones. 
  Estudios de toxicidad para el desarrollo. 
  Disrupción endocrina. 
 9. Toxicidad para el medio ambiente: 
  Ensayos en una especie: acuáticas y terrestres. 
  Ensayos de microcosmos.  
  Ensayos de macrocosmos. 
  Estudios de campo. 
10. Cinética en el organismo y 
degradación en el medio ambiente: 
  Toxicocinética. 
  Degradación. 
  Bioconcentración. 
11. Otros: Neurotoxicidad, comportamiento, 
12. Propiedades  fisicoquímicas. 
ESTUDIOS TOXICILÓGICOS 
Ensayos Básicos requeridos para Salud Humana-Mutagenicidad 
  Objetivos 
 
Métodos de Ensayo a Unión Europea 
Mutagenicidad  
y genotoxicidad 
 
B.10:   mutagenicidad (metodo in vitro de aberraciones cromosómicas en 
     células de mamífero  
B.11:   mutagenicidad (metodo in vivo de aberraciones cromosómicas en 
  médula ósea de mamífero 
B.12:   mutagenicidad en mamíferos por el método de micronucleos 
B.13/14:  mutagenididad - ensayo de mutación reversa utilizando bacteria 
B.15:   mutación génica – Saccharomyces cerevisiae 
B.16:   recombinación mitótica – Saccharomyces cerevisiae 
B.17:   mutagenicidad – ensayo in vitro de mutación genética en células de  
            mamífero 
B.18:   Daño y reparación del DNA – síntesis no secuencial de DNA –  
             células de mamífero in vitro 
B.19:   ensayo in vitro de intercambio de cromátidas hermanas 
B.20:   ensayo del letal recesivo ligado al sexo en Drosophila melanogaster 
B.21:   ensayo in vitro de transformación de células de mamífero 
B.22:   ensayo de letal dominante en roedores 
B.23:   ensayo de aberraciones cromosómicas en el esperma de mamíferos 
B.24:   spot test en ratones 
B.25:   translocación heredable en ratón  
B.39:   ensayo in vivo de síntesis desordenada de DNA en células hígado     
            mamífero 
 
Tipos de Daño Genético 
 
•   Mutación puntual  
 
•   Alteración cromosómica:  
 
• Estructurales              
        Exposición   
   Replicación DNA 
 
• Numéricas  
   Aneuploidía 
    Poliploidía  
 
  
 
 
 
 
 
Consecuencia de la Mutación Puntual  
  
                                           original                           nueva secuencia 
   
DNA                                  CGT       mutación           CAT 
                                              GCA                                  GTA 
 
 
 
RNA mensajero       CGU                                 CAU 
 
 
 
Amino Ácido        arginina                      histidina 
Tipos de Daño Genético 
 
•   Mutación puntual - Transversión  A:T -- T:A 
    ------------------------                                 ------------------------- 
    G T C A G A T T C       Exposición        G T C T G A T T C  
    C A G T C T A A G  Replicación DNA  C A G A C T A A G 
    ------------------------                                 ------------------------- 
 
•   Alteración cromosómica:  
• Estructurales              
    Exposición     
•                                        Replicación DNA 
 
• Numéricas  
         - Aneuploidía 
         - Poliploidía  
 
 
  
Evaluación  Genotóxica - test de Ames 
Salmonella typhimurium/microsoma 
.  

His - 
TA98 
TA100 
TA102 
TA104 
INCORPORACIÓN EN PLACA ESTÁNDAR 
Incubación 
48 horas 
37ºC 
4 Nitroquinolina oxidasa 
Metil metano sulffonato  
Metil metano sulfonato 
Metil Glioxal 
  
.  
Test de Ames  
Salmonella typhhimurium  his- 
 
TA98, TA1537, TA100, TA102, TA104 
Presencia o Ausencia de un sistema de 
activación metabólica  (S9)  
 
Ensayos por triplicado 
 
Un compuesto es  mutagénico cuando induce  
2  veces el número de revertientes respecto al 
control en  3 concentraciones forma  dosis-
dependiente 
 
Control positivo un mutágeno estandar  
(NQO, MMS) 
450 C 
0 22 (0.0) 25 (0.0)  116 (0.0) 102 (0.0) 271 (0.0) 176 (0.0) 
15 19 (-0.1) 24 (0.0) 173 (0.5)  89 (0.1)  228 (-0.2)  138 (-0.2) 
20 15 (-0.3) 10 (-0.6) 188 (0.6) 107 (0.3)  231 (-0.2) 126 (-0.3) 
25 18 (-0.2) 8 (-0.7) 179 (0.5) 88 (0.1)  209 (-0.3) 174 (0.0) 
T  % TA98 TA100 TA102 
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 
530 C 
0 22 (0.0) 21 (0.0) 116 (0.0) 103 (0.0) 285 (0.0) 174 (0.0) 
15 13 (-0.4) 18 (-0.1) 123 (0.1) 1704 (15.6)  316 (0.1)  0 (-1.0) 
20 17 (-0.2) 953 (44.4) 123 (0.1) 18 (-0.8)  266  (-0.1) 0 (-1.0) 
25 490 (21.0) 978 (45.6) 101 (-0.1) 0 (-1.0)  212  (-0.3) 0 (-1.0) 
 Ames Salmonella/microsome  RESULTADOS 
Universidad de Murcia - Facultad de 
Veterinaria  28 de abril 2010 
450 C 
0 22 (0.0)  116 (0.0) 271 (0.0) 300 (0.0) 
15 19 (-0.1) 173 (0.5)   228 (-0.2)   308 (0.0)  
20 15 (-0.3) 188 (0.6)  231 (-0.2)  324 (0.1) 
25 18 (-0.2) 179 (0.5)  209 (-0.3)  314 (0.0) 
530 C 
0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 
15 13 (-0.4) 123 (0.1)  316 (0.1)   215 (-0.3)  
20 17 (-0.2) 123 (0.1)  266  (-0.1)  196 (-0.3) 
25 490 (21.0) 101 (-0.1)  212  (-0.3)  135 (-0.5) 
650 C 
0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 
15 11 (-0.5) 344 (2.0)  751 (1.6)   91 (-0.7)  
20 0 (-1.0) 0 (-1.0)  0 (-1.0)   6 (-1.0) 
25 0 (-1.0) 0 (-1.0)  0 (-1.0)   0 (-1-0) 
T  % TA98 TA100 TA102 TA104 
• Estudio con células de mamífero CHO  
   - Estudio de plaguicidas  
Permetrín  
Fenvalerato  
Rotenona  
        - Estudios de medicamentos  
  Melphalan 
 
• Linfocitos de sangre periférica humana 
– Inducción de micronúcleos – MNs 
– Inducción de alteraciones cromosómicas – AC 
– Intercambio de cromátidas hermanas – SCE 
Evaluación  genotóxica  en  cultivos              
in vitro de células de mamífero 
 
 
 



TABLE I.  Chromosomal Aberrations in CHO Cells Treated with Fenvalerate 
MI: mitotic index.          *P < 0.05 (chi-square test).          **P <.0.01 (chi-square test). 
Fenvalerate 
g/ml (-S9) 
 
MI 
               Aberrations 
      (-gaps)               
(+gaps) 
(-S9) 0 5.2 3 5 
5 4.9 1 6 
10 4.1 9 15* 
25  3.4* 7   18** 
50    2.8** 8 14* 
 
(+S9) 
 
0 
 
5.0 
 
  8 
 
11 
10 4.5   9 15 
25 3.9 11 14 
50 3.9   9 20 
100 3.0  15  24* 
150     2.5**  20*  26* 
TABLE I.  Chromosomal Aberrations in CHO Cells Treated with Fenvalerate 
Fenvalerate 
g/ml  
 
MI 
               Aberrations 
   (-gaps)         (+gaps) 
 
(-S9)   0 5.7  5  9 
  5 5.1  2  9 
 10 4.5  7 13 
 25 3.6  5 14 
 50    3.2** 10 18 
 
(+S9) 
 
   0 
 
5.6 
 
   6 
 
 9 
 10 4.7    9 19 
 25 4.3   15* 18 
 50   3.7* 13 18 
100    3.2**      19**     24** 
150    3.1**   16*   22* 
MI: mitotic index.          *P < 0.05 (chi-square test).          **P <.0.01 (chi-square test). 
 
TABLE II.  Induction of SCEs and Cell Cycle Delay by Fenvalerate in CHO Cells 
Fenvalerate 
g/ml  
 
SCE/cell  SE 
 
PRI 
(-S9) 0 5.30  1.17 1.96 
5 5.60  1.21 1.91 
10       6.34  1.27*** 1.87 
25       7.00  1.35*** 1.80 
50      7.66  1.33*** 1.77 
 
(+S9) 
 
0 
 
5.11  0.80 
 
2.05 
10 5.50  1.20 2.03 
25      7.32  1.73*** 1.94 
50      7.32  1.54*** 1.94 
100      6.46  1.53*** 1.95 
150      7.24  2.15*** 1.72 
PRI was calculated as (M1 + 2M2 + 2M3)/100 where M1 is the percent value of cells in the first, M2 in the second, and M3 
in the third                                                                           **P < 0.01 (Student st-test).          ***P <.0.001 (Student st-test). 
 
Evaluación Genotóxica del   insecticida  Rotenona 
Insecticida  
Rotenona  
CAS 83-79-4 
Cultivos in vitro de  
Linfocitos humanos  
Efectos genotóxicos 
   Micronúcleos 
Sin S9  
10 % Giensa  
15 ´  
 
 
 
 
 
 
Tratamientos Rotenona Total MN Total BNMN
sin S9 ug/ml
0 4 4
0,1 7 7
0,25 12 11 *
0,5 16 16**
1 21 20**
EMS 1,5 mM 84 68
con S9 0 5 5
0,1 6 6
0,25 10 9
0,5 10 10
1 12 12
CP 3 ug/ml 45 42
* p < 0.05
** p < 0,01
Guadaño, González-Coloma, de la Peña (1998) Mut. Res. 414: 1-7     
Jornada AETOX - FEIQUE. CSIC.ccma madrid  28 abril 2010 
CÉLULAS EN CONTRASTE DE FASE CUERPO MIELOIDE  
NÚCLEOS  MITOCONDRIAS  
 
MICROTÚBULOS  
 
MICROFILAMENTOS  
Jornada AETOX - FEIQUE. CSIC.ccma madrid 28 abril 2010 
  
LISOSOMAS  
 
PEROXISOMAS  
Evaluación con FISH 
Dr. David Eastmond . Universidad de California Riverside   
MNs con Sondas  centroméricas  de ADN 
Evaluación con Hibridación in situ  
con Fluorescencia multicolor FISH 
Evaluación con Hibridación in situ  
con Fluorescencia multicolor FISH 
Evaluación con Hibridación in situ  con Fluorescencia multicolor FISH 
Evaluación con Hibridación in situ  
con Fluorescencia multicolor FISH 
Falsos
Negativos           
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+ M-
C-M-
C+M+
C-M+
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS
Mutagenicidad / Carcinogenicidad  


Falsos
Negativos           
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS
En recuerdo  del  Dr. Lorenzo Tomatis (1929-2007)  IARC  Lyòn Fracci 
Cuando se habla de prevención del cáncer, todos piensan en 
el llamado diagnóstico precoz, sin embargo existe un tipo de 
prevención que se puede llevar a cabo de una forma más 
amplia buscando no solo limitar los daños causados por la 
enfermedad diagnosticándola lo más pronto posible , sino 
más bien evitando la aparición del cáncer, impidiendo la 
exposición a aquellas sustancias que lo provocan.  
La prevención primaria se encarga precisamente de esto: 
investigar las sustancias naturales y sintéticas para discernir 
cuales son cancerígenas y, una vez individualizadas, 
proponer a las autoridades sanitarias medidas de salud 
pública para eliminarlas de la circulación.     
Que es minusvalorada tanto por científicos   
como por políticos y autoridades  sanitarias 



3ERRES 
Introduction a l´étude de la Médine Exprimentale 
Claud Bernard (1865) 
The Principle of Humane Experimental Technique  
Russell WMS & Burch RL. (1959) 
Las tres erres de Russell & Burch, 1959 
• 1ª Reemplazar = Sustituir   
– Uso de sistemas vivos: in vitro, otros animales y microorganismos.  
– Uso de Sistemas no vivos ( QSAR y sistemas fisicos y mecánicos)  
– Uso de simulaciones por ordenador 
• 2ª Reducir = Disminuir 
– Reparto de animales                                                       
– Reducción filogenética                                                                 
– Mejorar la calidad de los animales 
• 3ª Refinar = Perfeccionar  
– Disminuir el grado y  la intensidad de la  invasión al organismo  
– Mejoramiento de la  instrumentación                                      
– Mejoramiento del control del dolor                                         
– Mejoramiento del control de las técnicas 
     4ª Responsabilidad = Ética  (Pérez-García 1991.  Murcia´91) 
1995 
GTEMA 3ERRES 
REMA 
1997 2002 
2004 
 
a e 
o x t 
1999 
2005 2007 2008 
2008 
IV Reunión REMA 
Colegio de Veterinarios  
Madrid 1/12/2009 
ECOPA Meeting  
Milán. Italia                                   
27 nov. 2010 
V Reunión REMA 
Universidad  de Navarra 
Pamplona 
5 de abril  de  2011 
2009 2009 
IUTOX Barcelona 2010 
Madrid  2005 
Madrid 1997 
Reunión ECOPA 
 REMA Madrid 
  3 - 4 nov. 2011  
Reunión REMA 
 in memorian Joan Albert 
Madrid 16 enero 2013 
1 abril 2014 
25 junio 2014 
Valencia  
Tres Cantos – Madrid  
es mejor conocer que un 
efecto tóxico no existe 
 
que ignorar que un efecto 
tóxico no existe 
  Evaluación genotóxica de productos químicos naturales y sintéticos, 
residuos orgánicos, contaminantes mediante ensayos de corta duración 
utilizando sistemas bacterianos  (Salmonella/microsoma) y 
cultivos in vitro e in vivo de células vegetales (Allium cepa) y 
células de mamífero (linfocitos de sangre periférica 
humana, CHO). 
 
 Ensayos in vitro e in vivo integrados en el desarrollo y  
 validación de métodos complementarios alternativos a  la experimentación 
animal. 
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